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論文内容要旨
 成熟血球の恒常的な供給は,骨髄多能性幹細胞の正常機能によって維持されている。1961年
 Ti11およびMcCuilochによる脾コロニー形成法の開発に引き続き・人幹細胞研究のために軟
 寒天法が開発され,さらに軟寒天法を応用した白血病前駆細胞の培養法が始められた。しかしな
 がら,白血病幹細胞の培養については,症例によって培養コロニー形成パターンの差異が大きく・
 platingefficiencyも正常造血幹細胞に比較し低い場合が多く,特異的なコロニー刺激因子
 (CSF)の解明が必要と考えられる。最近の研究でCSFには・いくつかの物理的性質および作
 用を異にするsubclassが存在することが明らかにされており,幹細胞動態を明らかにするため
 には,CSFの純化と培養細胞の純粋分離を行うことが必要である。
 筆者は,骨髄造血細胞を生物学的方法である速度沈降法を用いて部分的純化CSFを作成し,
 骨髄細胞に対する作用を検討した。また,分画細胞について、コロニー形成能を検討した。
 これらの成績から,正常人の末梢白血球および骨髄細胞から産生されるCSFは,それぞれ異
 なったtargetcellに対し特異的な生物学的活性を示すことが明らかにされた。すなわち末梢
 白血球から作成したPHA-LCMには,主としてG-CSF・GM-CSF・Mφ一CSFが認め
 られたが,骨髄細胞から作成したPHA-BMCMには,G-CSF・GM-CSF・Mφ一CSF,
 TCGF,TM-CSFなどのCSFsが含まれ,platingefficiencyもはるかに高いことが正
 常人骨髄CFU-Cassayによって明らかにされた。骨髄の分画細胞を用いて作成したPHA-
 CMについては,丁細胞分画に高いGM-CSF活性が認められ,slowlysedimenting分画細
 胞にはTCGFおよびTM-CSFが認められた。さらに分画細胞をtargetcellとしたCFU-
 GEMMassayにより,遅い沈降速度分画に,多能性造血幹細胞が存在することが明らかにさ
 れた。
 白血病患者骨髄細胞でも,この分画に正常多能性造血幹細胞が残存し,これは,白血病幹細胞
 とは分離された。白血病患者骨髄の分画細胞を用いた実験では,注目すべき所見として,non-
 S期の白血病芽球を用いて作成したPHA-CMに高いGM-CSF活性が認められた。急性白血
 病患者骨髄の白血病細胞コロニー形成については・PHA-LCMを用いた場合に比較し・骨髄白
 血病細胞から作成したPHA-BMCMを用いると,白血病細胞コロニーの出現は,はるかに高率
 であり,骨髄白血病芽球のautocrinestimulationの存在が示唆された。
 最後に,CFU-GEMMassayを用いて,最近当教室で開発された成人急性非リンパ性白血
 病の治癒的治療であるDCMP-IntensivePostremissionTherapy中における正常造血幹
 細胞の動態について検討した。
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 DCMP寛解導入後のCFU-GEMMassayではGM-CFCは著減しているが・導入療法終
 了後2～3週の寛解早期の時期には多能性造血幹細胞由来の混合コロニーの出現が認められ,強
 力な寛解導入療法終了後にも,骨髄再構成をきたしうる正常多能性造血幹細胞が生き残っている
 ことが明らかにされた。
 これは,白血病患者では,造血環境の悪条件下で,正常多能性造血幹細胞の大部分はGo期に
 あり,薬剤による障害をまぬがれ,生き残るものと考えられる。
 この寛解早期の時期に強力な寛解後治療を開始することにより,正常多能性造血幹細胞のseif
 renewalcapacityを保存しながらrecruitしてくるminimalresiduaHeukemiccei1に
 強力な障害を与えることが可能となると考えられた。
 寛解後療法による造血幹細胞の変動については,治療直後にはいずれのコロニー形成も低下す
 るが,治療終了後2～3週間でCFU-GEMMおよびCFU-GMのovershootが見られ,それ
 に伴って,末梢血球の回復が見られている。
 以上の成績からDCMP寛解導入および寛解後治療の作用機序については,timedsequen-
 tia1の強力な治療を3～4週間隔で反復することにより,正常造血幹細胞を涸渇させることな
 く,minimairesidualleukemiccellに選択的障害を与え,そのtotalkiilをきたすもの
 と考えられ,成人急性非リンパ性白血病に対する治癒的効果が得られるものと考えられる。
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 審査結果の要旨
 白血病幹細胞の培養は症例によるコロニー形成パターンの差異が大きく,正常造血幹細胞に比
 較し培養成功率が低い場合が多く,特異的なコロニー刺激因子(CSF)の解明が必要である。
 この研究は,骨髄造血細胞から速度沈降法を用いて部分的純化コロニー刺激因子を作成し,骨髄
 細胞に対する作用を検討したものである。
 正常人の末梢白血球および骨髄細胞から産生されるコロニー刺激因子は,それぞれ異なった標
 的細砲に対し特異的な生物学的活性を示す。すなわち末梢白血球から作成したPHA添加白血球
 培養液(LCM)には,主として顆粒球(G)一CSF,顆粒球マクロファジ(GM)一CSF,マ
 クロファジ(M)一CSFが認められ,骨髄細胞から作成したPHA添加骨髄細胞培養液(BMCM)
 には・,G-CSF,GM-CSF,M-CSF,丁細胞成長因子,丁細胞・マクロファジCSFな
 どのCSFが含まれ、コロニー数もはるかに多い成績が正常人骨髄培養時コロニー・アッセイに
 よって得られた。骨髄の分画細胞を用いて作成したPHA添加培養液では,丁細胞分画に高い
 GM-CSF活性が認められ,遅沈降速度分画細胞にはT-CGFおよびTM-CSFが認められ
 た。さらに分画細胞を標的細胞とした顆粒球・赤芽球・マクロファジ・巨核球培養コロニーアッ
 セイ(CFU-GEMM)により,遅い沈降速度分画に多能性造血幹細胞の存在が認められた。
 白血病患者骨髄細胞でも,この分画に正常多能性造血幹細胞が残存し,白血病幹細胞とは分離
 された。白血病分画細胞を用いた実験では,非S期の白血病芽球を用いて作成したPHA添加培
 養液に高いGM-CSF活性が認められた。急性白血病患者骨髄の白血病細胞コロニー形成は,
 PHA-LCMを用いた場合に比較し,骨髄細胞から作成したPHA-BMCAを用いると白血
 病細胞のコロニーの出現は高率であり骨髄白血病芽球の自己刺激の存在が示唆された。
 つぎに成人急性非リンパ性白血病のダウノマイシン・キロサイド・6-M-P,プレドニン
 (DCFP)寛解後強化療法中の正常造血幹細胞の動態をみると,CFU-GEMMアッセイでは
 GM-CFCは著減しているが,導入療法終了後2～3週の寛解早期には多能性造血幹細胞由来
 の混合コロニーの出現が認められ,強力な寛解導入療法終了後にも骨髄再構成をきたしうる正常
 多能性造血幹細胞の残存が認められたとしている。
 この研究は白血病時の造血幹細胞の動態を明かにしたものであり学位授与に値する。
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